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DES VIRUS SENSIBILISES 
VACCINATION ANTIPARATYPHIQUE B 


par A. BESREDKA et M'le S. BASSECHES. 


Les vaccins sensibilisés, nés en 1902, ont acquis leurs droits 
de cité en bactériologie. A l’heure actuelle il reste peu de 
microbes pathogénes qui aient échappé aux tenlatives de sensi- 
bilisation (1). Beaucoup de ces vaccins sont déja consacrés 
par l’usage courant (2). 

Tous ceux qui ont eu a contrdler leurs effets, tant au labo- 
ratoire que dans la pratique, s’accordent a leur reconnaitre 
‘une supériorilé sur les yaccins ordinaires, supériorité qui se 
traduit d’abord par leur innocuité, puis par leur action qui est 
& la fois rapide, stre et durable. Mais, comme il arrive fré- 
quemment en pareil cas, au fur et & mesure que le champ de 
leur applicalion s’était élargi, le principe qui a présidé & leur 
préparation s’estompant dans le temps, il fut commis des 
‘fautes de technique, susceptibles de comprometire leur répu- 
tation. 


(1) Bullet. de UInstitut Pasteur, t. VIII, 30 mars 1910; t. X, 30 juin 1912. 
2) Biologica, 15 mai 1914; Berlin. klin. Woch., n° 3, 1914. 
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Ayant constaté jusque dans notre propre entourage de ces 
fautes, nous avons cru utile d’entreprendre de nouvelles expé- 
riences, pour mieux faire ressortir l’idée devant dominer leur 
préparation. Nous nous sommes adressés au bacille paraty- 
phique B: parmi les microbes pathogénes, c’est un des rares 
qui n’aient pas encore été étudiés. Nous n’avons pas eu a nous 
repentir du choix, cette étude nous ayant permis de constaler, 
chemin faisant, des faits d’intérét général. 

Rappelons que dans notre premiére note (1) nous avons 
montré que, si les vaccins sensibilisés sont supérieurs aux 
vaccins ordinaires par leur innocuité et la rapidité d'action, 
ils ont surtout ce grand avantage sur la séro-vaccination qu’ils 
créent une véritable immunité active et non pas une immunité 
passive de courte durée, comme c’est le cas dans la vaccination 
par mélange de sérum et de microbes. C'est précisément pour 
ne pas lomber dans l’immunité passive que nous avons tant 
insisté sur la nécessité de débarrasser le vaccin sensibilisé des 
moindres traces de sérum libre, a l'aide de lavages répétés. 

Aujourd’hui on est unanime 4 trouver peu rationnelle la 
séro-vaccination, c’est-a-dire la vaccination par des microbes 
en présence du sérum spécifique; mais ce dont on ne parait 
pas se douter, c’est & quel point les traces de sérum libre, si 
faibles soient-elles, compromettent limmunité active, tant au 
point de vue de sa durée qu’au point de vue de sa solidité. 


Pour nous rendre compte des avantages et des inconvénients’ 


de différents modes de vaccination, nous avons essayé, chez 
des souris, a titre de vaccins, les préparations suivantes : 

1° Des bacilles paratyphiques vivants, non sensibilisés ; 

2° Des bacilles paratyphiques morts, non sensibilisés : 

3° Des bacilles paratyphiques vivants, en présence de quan- 
tulés variables de sérum antiparatyphique ; 

4° Des bacilles paratyphiques morts, en présence de quantités 
variables de sérum antiparatyphique ; 


(1) Comptes rendus de l’Acad. des Sciences, 2 juin 1902. 
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5° Des bacilles paratyphiques vivants sensibilisés. 

Toutes ces préparations étaient introduites sous la peau. 

6° Dans une derniére série d’expériences, nous avons essayé de 
vacciner les souris par la voie buccale, tantot avec des bacilles 
paratyphiques vivants ou morts, tantét avec des bacilles para- 
typhiques vivants sensibilisés. 


Pour ne pas alourdir exposé, nous choisirons dans chacun 
des six groupes de vaccins une seule expérience plus ou moins 
typique que nous rapporterons avec quelques détails. 

Au cours de ces recherches qui étaient échelonnées sur une 
étendue de plus d’une année, nous avons vu le bacille paraty- 
phique B varier quelquefois de virulence. La dose mortelle qui 
était, en général, en injection sous-cutanée, égale, pour les 
souris de 15 4 18 grammes, a 1/100 de culture sur gélose de 
2% heures, atteignait quelquefois 1/2.000 et méme 1/8.000 de 
culture. | 

Le sérum qui a servi, au cours de toutes ces expériences, 
‘soit a sensibiliser les microbes, soit a étre injecté tel quel, en 
méme temps que les microbes ou séparément d’eux, provenait 
des lapins qui ont recu, en l’espace de 3 semaines, 4 injec- 
tions dans les veines (0 c.c. 25 et 0 c.c. 5 d’émulsion de 
bacilles chauffés, puis 0 c.c. 5 et 1 cent. cube d’émulsion de 
acilles vivants, une culture sur gélose étant diluée dans 
10 cent. cubes d'eau physiologique). 

Le sérum des lapins ainsi préparés s’est montré particulié- 
erement actif. A la dose de 1/50 de cent. cube injecté sous la 
peau des souris, ce sérum antiparatyphique protégeait stire- 
ment contre une et méme plusieurs doses mortelles de bacilles 
paratyphiques vivants injectés 24 heures apres. Les doses plus 
faibles de sérum (1/100-1/200 de cent. cube) ne donnaient 
qu'une survie de 5 a 6 jours. 

Ce sérum possédait, en plus, grace 4 limmunisation par la 
voie veineuse, un pouvoir antiendotoxique (4) trés marqué. La 
dose mortelle de bacilles paratyphiques chauffés (60° — 30’), 
étant, en injectionsous-cutanée, de 1/10 de culture sur gélose, ce 
sérum protégeait la souris, 4 la dose de1/10 de cent. cube, contre 


(1) Ces Annales, t. XX, février 1906, p. 149. 
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1/5 de culture chauffée (2 doses mortelles). Des souris recevant 
sous la peau 1 cent. cube de sérum résistaient, sans le moindre 
trouble, & l'injeclion sous-cutanée d’une culture entiére 
(10 doses mortelles) de bacilles paratyphiques chauffés. 


* 
en 


1° Bacilles paratyphiques vivants non sensibilsés. 
21 mars. — A quatre souris il est inoculé {sous la peau 1/2.000 de culture 
paratyphique vivante de 24 heures, ce qui est la dose mortelle limite. 
23 mars. — Sur ces quatre souris, deux meurent apres 24 et 48 heures. Les 


deux autres survivent et vont trés bien. 
25 mars. — A ces deux souris qui ont survécu, ainsi qu’a une souris neuye, 


témoin, il est inoculé 1/100 de culture paranyEmae vivante de 24 heures sous 


la peau. 
Le témoin meurt le lendemain (26 mars). Les deux souris ayant recu, a 


titre de vaccin, des bacilles paratyphiques vivants 4 jours auparavant, 
survivent d’abord, puis finissent par succomber a linfection paratyphique, 
une apres une survie de 2 jours sur le témoin, autre aprés une survie de 


5 jours. 


Il résulte de cetle expérience que, en cas de vaccination 
avec du virus’ paratyphique vivant, l’immunité n'est pas 
acquise apres 4 jours. Il y a, en plus, 4 tenir compte du 
risque qu'un pareil vaccin fait courir en raison de sa viru- 
lence propre. 


2° Bacilles paratyphiques morts non sensibilisés. 

19 mars. — A quatre souris il est injecté sous la peau des doses variables 
de culture paratyphique chauffée a 60° pendant 30 minutes : 4/100, 1/50, 1/40, 
4/5 de culture de 24 heures sur gélose. 

24 mars. — Seules survivent les souris ayant recu 1/100 et 1/10 de culture, 
les autres ayant succombé a Vintoxication en 24 et.48 heures. 

25 mars. — Aux deux souris survivantes, ainsi qu’éa une troisiéme souris 
témoin, il est inoculé 1/100 de culture paratyphique vivante de 24 heures. 

La souris témoin est morte le lendemain; les deux autres ont survécu 
d'une facon définitive. 


Donec, le vaccin constitué par des bacilles paratyphiques 
chauffés est doué d’une toxicité assez élevée, en injection 
sous-cutanée; il confére une immunilté solide pouvant étre 
constatée aprés 6 jours. 
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3° Bacilles paratyphiques .vivants en présence 
de sérum antiparatyphique. 


5 mars. — A trois souris il est injecté sous la peau du dos 1/10 de cent. 
cube de sérum antiparatyphique. 
6 mars. — On inocule a ces trois souris des doses variables de culture 
paratyphique vivante - 
Jo 4/100 de culture (rouge), ‘ 
2° 4/25 de culture (bleue), 
3° 1/10 de culture (blanche). 


Trois souris témoins sont inoculées avec 1/100, 1/200, 1/500 de cette méme 
culture en vue du dosage de la virulence. Sur ces trois témoins, deux meu- 
_rent le lendemain; la troisiéme souris qui a recu 1/500 de culture est bien 
malade le lendemain; elle est trouvée morte le surlendemain matin. La dose 
mortelle de la culture employée est donc de 1/500 de culture. Or, parmi les 
souris ayant été préparées la veille (5 mars) avec 1/10 de cent. cube de sérum _ 
antiparatyphique, aucune n’a été malade, bien qu’elles aient recu 5 (rouge), 
20 (bleue) et 50 (blanche) doses mortelles. 

144 mars. — A ces trois souris ayant survécu, a la faveur du sérum, il a 
été inoculé 1/100 de culture. Le lendemain et le surlendemain sont mortes 
les deux souris qui ont recu 5 (rouge) et 29 (bleue) doses mortelles; celle 
qui a recu 50 doses mortelles (blanche) a été malade pendant deux jours, 


puis elle a fini par se remettre. 


Il ressort de celte expérience qu’une souris a beau avoir 
résislé, & la faveur du sérum, jusqu’a 50 doses mortelles de 
virus paratyphique vivant; il suffit qu’elle ait recu du sérum, 
fiit-ce méme la veille de linoculation des microbes, pour que 
le caractére de son immunité se trouve transformé : au bout 
de huit jours celle-ci, devenue passive, est réduite a zéro. 


Autre expérience : 


146 mars. — Deux souris recoivent sous la peau-du dos 1/50 de cent. cube 
(bleue) et 1/10 de cent. cube (blanche) de sérum antiparatyphique. 
17 mars. — A ces deux souris, ainsi qu’a une souris témoin, il est inoculé 


1/100 de culture paratyphique vivante. La souris témoin meurt le lendemain, 
les deux autres survivent sans présenter aucun trouble. 

25 mars. — Aux deux souris survivantes ayant résisté, a la faveur du 
sérum, a 1/100 de culture, 8 jours auparavant, on inocule de nouveau 
4/100-de culture paratyphique. Un témoin en regoit autant. 

26 mars. — La souris (blanche): qui avait regu le 16 mars la plus forte 
dose de sérum (1/10 de cent. cube) ,meurt en méme temps que le témoin, 
24 heures aprés inoculation. La souris (bleue) qui avait regu le 16 mars 
moins de sérum (4/50) n’est morte que 48 heures aprés. 
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Il s’ensuit donc que la souris, qui a subi une fois victorieu- 
sement une infection paratyphique mortelle grace & la petite 
quantité de sérum recue la veille, se comporte, déja 8 jours 

_aprés, comme une souris neuve, en présence de la méme dose 


de virus. L’expérience montre, de plus, que la souris résiste 


d’autant moins & la seconde épreuve que la dose de sérum. 
recue avait été plus forte. 


4° Bacilles paratyphiques morts en présence 
de sérum antiparatyphique. 


24 mars. — Quatre souris recoivent : 


4° 1/10 de culture paratyphique chauffée (rouge queue) ; 

2° 1/50 de cullure paratyphique chauffée (rouge téte); 

(1/5 de culture paratyphique chauffée (bleue), 

0 1/10 de cent. cube de sérum antiparatyphique, 
1 culture entiére paratyphique chauffée (jaune), 
4 cent. cube de sérum antiparatyphique. 


3° Un mélange 
4° Un mélange 


23 mars. Seule est trouvée morte la souris qui a regu 1/10 de culture 
chauffée (rouge queue); les autres vont bien. 

31 mars. — Les trois souris survivantes sont éprouvées avec 1/100 de cul- 
ture paratyphique vivante, en injection sous-cutanée. 

La souris qui arecu le 21 mars 1/50 de culture chauffée (rouge téte) a eu 
survie définitive. * 

La souris qui a recu le 2{ mars 1/5 de culture chautfée (bleue) en méme 
temps que 1/10 de sérum est morte le 4 avril. 

La souris quia recu le 21 mars1 culture entiére chauffée (jaune) en meme 
temps que 1 cent. cube de sérum’) est morte le 2 avril, presque en méme 
temps que le témoin. 


Donec, alors que 1/50 de culture chauffée, injectée seule, vac-. 
cine la souris solidement contre le virus paratvphique, des | 


doses 10 et méme 50 fois plus forte de vaccin né con- 
férent aucune immunité pour peu qu’elles renferment un peu 
de sérum. De plus, ’immunité est d’autant plus fragile que la 
dose de sérum ajoutée au vaccin avait été plus forte. 


: 
* x 


5° Bacilles paratyphiques vivants sensibilisés. 


Une culture paratyphique sur gélose inclinée, dont 1/500 tue la souris en 
moins de 24 heures, est diluée dans 1 cent. cube d'eau physiologique. Cette 


_ 
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émulsion, trés chargée de bacilles, est additionnée de 1 cent. cube de sérum 
antiparatyphique de lapin (voir plus haut). Le tout est laissé au contact, a la 
température du laboratoire, pendant une nuit. Le lendemain, le sérum est 
décanté; le dépot microbien est lavé deux fois A eau physiologique (30 cent. 
cubes), de fagan a en chasser la moindre trace de sérum libre. 

En ¢prouvant la virulence de la culture ainsi traitée, on constate que les 
souris supportent jusqu’é 1/4 de culture entiére, en injection sous-cutanée. 


26 février. — Il est injecté a 20 souris, sous la peau, des bacilles para- 
typhiques vivants sensibilisés, & des doses variant de 4/40 a 1/4 de culture. 
27 février. — A partir de ce jour et les jours suivants, on inocule’é 2 sou- 


ris préparées et a 1 souris neuve 1/100 de culture paratyphique vivante. 
Sans entrer dans les détails, disons qu’é l’exception d'une souris qui est 
morte au 5° jour de l’infection, toutes les autres ont survécu. Par contre, 
toutes les souris témoins sont mortes en moins de 24 heures. 
5 souris vaccinées ont résisté A des doses de virus allant jusqu’é 1/10 de 
culture vivante, et cela 1 mois et demi aprés avoir été vaccinées. 


Il résulte de l'ensemble de ces expériences que : 

a) Le virus paratyphique B subit, par suite de la sensibili- 
sation, une atténuation de virulence, qui est de plus de 100 fois 
par rapport au virus non sensibilisé ; 

b) Les bacilles paratyphiques vivants sensibilisés protégent 
contre plusieurs — jusqu’&a 50 — doses mortelles de virus 
paratyphique virulent ordinaire; 

c) Vimmunité conférée par les bacilles paratyphiques sensi- 
bilisés est une immunité active. Elle s’établit dés le lende- 
main de linjection vaccinale. 


6° Bacilles paratyphiques, vivants ou morls, 
donnés par ingestion. 


Pour compléter cette étude, nous avons voulu nous rendre 
compte de la valeur de ces diiiespete vaccins, lorsque la souris 
est infectée, nom pas par injection, mais par ingestion. 

Disons de suite que nous avons di y renoncer. Nous avons 
cherché vainement & établir la dose buccale mortelle : bien 
que notre paratyphique fut isolé de l’épidémie si meurtriére de 
Wrexham, toutes nos tentatives pour infecter les souris par la 
bouche ont échoué.. Nous avons administré aux souris par la 
bouche jusqu’a ff et IIL grosses gouttes d’une culture sur 


gélose diluée dans 4 vent. cube d’eau physiologique, sans pro- 


voquer chez elles le moindre trouble, méme passager. Le 
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résultat fut le méme, qu'il s‘agit des bacilles paratyphiques 
vivants, des. bacilles morts ou des bacilles sensibilisés vivants. 


Un jour, manquant de souris neuves pour une expérience 
de contréle, nous eimes l’idée d’utiliser une souris qui avait 
recu, un mois auparavant, des bacilles paratyphiques par la 
bouche. Quelle ne fut donc pas notre surprise lorsque, le len- 
demain, nous constatames que cette souris, a laquelle nous 
avions injecté la yeille 1/100 de culture paratyphique virulente, 
donc une dose strement mortelle, grignotait gaiement ses 
erains, comme si elle n’avait rien recu. Croyant qu’il y avait eu 
erreur, nous éprouvames d'autres souris du méme lot : méme 
survie. En présence de ce résultat: inattendu, nous reprimes 
lexpérience sur des centaines de souris, en faisant varier les 
virus (bacilles morls, vivants, sensibilisés vivanls et sensibi- 
lisés chauffés) et les intervalles entre l’ingestion et l’injection 
d'épreuve. 

Voici ce que cette expérience a montré : 

Pendant les 10 premiers jours qui suivent lingestion du 
virus, que celui-ci ait élé chauffé, vivant ou sensibilisé, les 
souris succombent a l'injection d’épreuve, tout comme les 
témoins. 

A partir du 10° jour et pendant 4 mois et demi environ qui 
suivent le repas paratyphique B, quel qu ‘il soit, & la condition 
que celui-ci ait été copieux, les souris sont immunisées contre 
une et méme plusieurs doses mortelles de virus paratyphique 
injeclé sous la peau. 

Notons cependant que les souris vaccinées par la voie buc- 
cale sont d’autant plus solidement immunisées que les bacilles 
ingérés avaient été plus virulents. Ainsi les souris les mieux 
vaccinées sont celles qui avaient regu par la bouche des bacilles 
paratyphiques vivants et virulents; celles-la sont capables de 
résister & plusieurs doses mortelles de virus paratyphique sous 
la peau. Suivent dans lVordre d’immunité décroissante les sou- 
ris qui avaient recu par la bouche des bacilles vivants sensibi- 
lisés. Enfin, les souris auxquelles on avait fait ingérer des 
bacilles paratyphiques tués par la chaleur possédent une immu- 
nité la moins solide ; elles peuvent résister tout au plus, pas 
toujours, 4 une dose de virus simplement mortelle. 
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En résumé :° 

1° Le vaccin constitué par des bacilles paratyphiques vivants 
ne confére limmunité qu’a la longue; il est d’un maniement 
_délicat en raison de sa virulence, susceptible de s’exalter 
sans raison précise. 

2° Le vaccin constitué par des bacilles paratyphiques tués 
confére une immunilé solide, ne s établissant guére avant 4a 
5 jours; ce vaccin est doué d’un pouvoir toxique considérable. 

3° Le vaccin constitué par des bacilles paratyphiques vivants 
sensibilisés confére limmunité dés le lendemain; ce vaccin 
nest ni virulent, ni toxique. 

4° A Vencontre de ces préparations qui créent une immu-_ 
nité active, solide et durant des mois, celles auxquelles on 
associe du sérum antiparatyphique conférent une immunité 
éphémére, qui lest d’autant plus que la préparation renferme 
plus de sérum. Un vaccin peut renfermer une quanlité énorme 
de corps de microbes; pour peu qu'il contienne des traces de 
sérum, l’immunité qui en résulte n’est plus active : elle est 
passive. . 

5° L’immunité, a la suite de Vingestion par la voie buccale, 
s établit tardivement. Trés solide en cas d ingestion de microbes 
vivants, elle est fragile et, d’ailleurs, aléatoire en cas d’admi- 
nistration de microbes morts. 


Paris, 16 mai 1914. 


ETUDE MORPHOLOGIQUE ET EXPERIMENTALE 
D'UN 00SP0RA PATHOGENE 


(OOSPORA PERIERI MATRUCHOT ET ANTOINE) 


par Enouarp ANTOINE, 


Interne des Hopitaux de Paris. 


Une 6paisse fausse membrane recouvrait une des plaies chez 
un blessé atteint de fracture du péroné par éclat d’obus. Les 
cultures de cette fausse membrane ont permis d’isoler un nou- 
veau champignon parasite, qui rentre dans le genre Oospora, 
et dont noug avons pu faire l'étude (1). 


ETUDE CLINIQUE. 


C..., n° 12, salle n° 4. — A son arrivée, le 4novembre 1916, le blessé, qui avait 
fait un séjour de plusieurs semaines dans les hépitaux de l'avant, présentail 
deux plaies de la jambe droite; l'une, située face externe du péroné au niveau 
de la fracture, est recouverte d’une /fausse membrane épaisse de plusieurs 
millimétres, gris jaunatre, ayant une consistance assez grande. Le panse- 
ment est abondamment souillé de pus. L’examen microscopique d’un débris 
de cette fausse membrane, adhérente et qu'il faut arracher a la pince, 
montre une masse de filaments trés fins et ramifiés, au milieu desquels on 
voit des polynucléaires, des mononucléaires et de trés nombreux éléments 
ronds (levures ou spores?); pas de microbes. La plaie, qui n’a aucune ten- 
dance 4 guérir spontanément, est traitée par le liquide de Gram; elle se 
déterge alors-rapidement et cicatrise en quelques jours. 5 

Le 25 novembre, le blessé se met A marcher. On lui fait en outre du 
massage. 

ll se forme en quelques jours une tuméfaction grosse comme une petite 
noix, fluctuante profondément contre le péroné et sous la cicatrice. La 
pression est .douloureuse. La température, qui était matin et soir au-dessous 
de 37°, oscille alors autour de 3795-3796. 

Une ponction exploratrice, pratiquée 4 ce niveau, raméne quelques gouttes 
de liquide sanguinolent, et 5 centimétres cubes d’électrargol sont injectés a 
la place. La tuméfaction se résorbe en cing ou six jours et la guérison est 
dés lors définitive. L’examen du liquide retiré par la ponction montre des 
éléments ronds, comme des levures. 


(1) Je remercie vivement M. le professeur Matruchot et le Dt Pinoy pour 
les excellents conseils qu’ils ont bien voulu me donner au cours de cette étude. 
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Cliniquement, il s’agit done d’un véritable cas de « muguet 
des plaies ». : 

L’ensemencement de la fausse membrane et du liquide retiré 
par ponction a donné sur carotte et betterave glycérinées des 
cultures typiques d’un champignon imparfait du groupe des 
Hyphomycetes que M. le professeur Matruchot a bien voulu 
nous aider a étudier et qu'il rattache au genre Oospora. Nous 
Yavons appelé « Oospora Perieri » (1). 


ETuDE MORPHOLOGIQUE. 


. Ce champignon pousse trés facilement.sur les différents 
milieux de culture usuels. Mais, suivant la nature du milieu 
et les conditions extérieures, il peut revétir plusieurs formes de 
développement. Nous en avons pu isoler trois qui ont chacune 
leurs caractéres propres : 


1° Forme « levure »; 
2° Forme « bouture »; 
3° Forme « mycélienne »; 


Sur beaucoup de milieux, ces formes peuvent étre associées. 
En outre il nous a été facile de constater la transformation en 
série d’une forme dans l'autre, suivant les milieux de culture 
et les conditions de développement. C’est ainsi que, suivant les 
circonstances, la forme « levure » peut se transformer en 
forme « bouture » ou en forme « myeélienne » et récipro- 
quement, suivant que le champignon est injecté dans le muscle 
d’un cobaye ou ensemencé sur une carotte ou en profondeur 
dans un bouillon. 

La forme « bouture » étant celle qui permet de caractériser 
le mieux l’Oospora Perieri, nous la prendrons comme type de 
description, 


(1) Un champignon infectant des plaies de guerre — Oospora Perieri Malruchot, 
et Antoine (Communication faite a la Société de pathologie comparée, 
13 novembre 1917, avec une figure dans le texte) : « Ce champignon appar- 
tient aux Fungi Imperfecti et rentre dans le groupe des Mucédinées Hyalo- - 
sporées, famille des Oosporées, ses affinités les plus étroites sont avec le 
genre Oospora, ou il se place au voisinage de l’Oospora lactis Fras. (ancienne- 
ment Oidiwm lactis) et de 1’0. variabilis Lindner. j 
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1° Forme « bouture ». 


Lorsqu’on ensemence l|'Ouspora sur une carotte, une bette- 
rave glycérinée, ou sur gélatine, il se développe en quarante- 
. x r 7 b] ss 
huit heures, ala température de 16 418°, sous l’aspect de petiles 


Fic. 1. — Oospora Perieri : Culture de 3 semaines. 


1, Sur carotte (culture blane ocreux); 2, Sur betterave (culture rose). 


excroissances sphériques, véruqueuses, légerement déprimées 
au centre, de couleur opaline, qui s’accroissent de plus en plus. 
Les colonies ne tardent pas a s'agglomérer, finissant par former 
en quelques jours des cordons, blanchatres, ocreux, qui se 
plissent; l'ensemble représente assez bien une masse vermi- 
‘culée comme des circonvolutions cérébrales (voir fig. 4). Par- 
fois de la partie la plus saillante de ces amas poussent de petits 
piquants hérissés qui ne sont que certains éléments plus abon- 
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damment développés. Ces colonies sont jaunatres en général; 
mais leur coloration semble conditionnée par le milieu de 
culture lui-méme, qui céde des pigments. C’est ainsi que sur la 
betterave les colonies sont rosées, et que sur la carotte elles 
sont franchement jaune ocreux. C'est sur les lames en boite 
Borrel que l’examen microscopique permet de déceler le mode 
de développement de ce champignon. 


Fic. 2. — Oospora Perieri : Culture en bouillon sucré ; 
. pellicule en surface. 


14, Eléments Leyure allongés; 2, Globules réfringents de graisse. — 
Gross. : 1.323. 


« Sur les lames en boite Borrel, on voit, dans les cas les 
plus favorables, le mycélium végélatif, formé de cellules courtes 
et ovales, bourgeonner, sur le flanc de celles-ci, de courts cha- 
pelets de conidies, & formation basifuge, qui restent simples. 
Ces chapelets sont disposés en cyme sur le mycélium végé- 
tatif, et c’est la un caractére trésnet chez ce champignon » (1). 
(Voir la figure 3 ci-contre et la figure 1 de la note de MM. Ma- 


(1) Matrucnor et Anroinn, loco citalo. 
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truchot et Antoine). Les segments articulés mesurent de f a 
2u de large, et de 6 a7» de long. Les spores ont 24 34 de 
Jong sur 1p. de large. 


2° Forme « levure ». 


L' Oospora prend l’aspect « levure » dans le pus des abcés en 
eoutte pendante ou sur la gélose Sabouraud. D’autres fois les 
éléments « levure » se trouvent mélés en proportion variable 
avec les éléments « bouture » comme dans les cultures sur 
carotte, betterave, blé, pomme de terre. 

Ce sont des éléments ronds (fig. 4) ou ovales (fig. 3), de la 
dimension moyenne de 1 a 2 », atteignant parfois jusqu’a 
4 ou 5 », qui se présentent le plus souvent groupés en amas. II 
nest pas rare de voir des éléments en voie de reproduction par 
bourgeonnement ou bien par scissiparité. Dans les cultures 
igées de plusieurs semaines, il se forme dans le protoplasma 
des levures des petits grains plus réfringents qui paraissent étre 
des amas graisseux (voir fig. 3 et 4). 


3° Forme « mycélienne ». 


Ensemencé dans un bouillon’ de légumes sucré, !Oospora se 
développe : 

1° En surface formant une pellicule blanchatre de levures; 

2° En profondeur, contre la paroi du tube se forment eu 
plusieurs points des petites masses d’O. Ces petites masses 
sphériques sont brillantes, formant comme des petites étoiles 
en suspension dans le liquide. L’examen microscopique d'une 
de ces petite sphéres montre qu’elles sont constituées par un 
feutrage de longs éléments mycéliens. De tout le pourtour de la 
petite masse se détachent de trés beaux et longs filaments cloi- 
sonnés et ramifiés. Trés rarement on voit des chlamydospores. 
De ces filaments se détachent latéralement des fruits direc- 
tement du mycélium sans conidiophores; parfois l’extrémité 
méme du filament porte un fruit terminal (voir la fig. 5). (est 
la vraie forme d’épanouwissement. 

Sur un tube de sérum coagulé, nous avons pu voir se déve- 
lopper, sur la surface méme du sérum, puis remontant sur la 
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paroi du tube, des hyphes rampantes, cloisonnées, paralldles, 
formant un feutrage épais, blanchatre. Ces filaments mesurent 
de 143y. de diamétre et les spores de 1 & 2p. 

Les aspects morphologiques de 10. sont donc extrémement 
variés suivant les milieux de culture; aussi la classification 
de ce champignon présente-t-elle quelques difficultés. 


Fie. 3. — Oospora Perieri : Culture agée de 48 heures 
sur lame en boite Borrel. 


Forme Bouture : fructification en cyme : 1, 1, Conidiophores; 2, Conidies. — 
Gross. : 1.323. 


M. le D" Pinoy pense plutdt que ce champignon se rapproche 
du groupe des Monilia. L’absence d’éléments de disjonction 
ne serait pas un obstacle & cette classification, et ce champignon 
serait une forme Monelia, plus ou moins différenciée, sans 
disjoncteur. 

Pour M. le professeur Matruchot, il s’agit d’un Oospora : 
la disposition en cyme des chapelets conidiens, non ramifiés, 
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nous parait étre un caractére fondamental de cette espéce fon- 
gique; ce qui la différencie de tous les Oospora ou Monilia 
dont on pourrait étre tenté de le rapprocher. 


CULTURES. 


L'O. Perieri pousse abondamment sur tous les milieux solides 
ou liquides, & la température ordinaire. 

1° Milieux solides. — Les cultures sont trés abondantes sur 
carotte, betterave, pomme de terre et sur la gélose de Sabou- 
raud. Elles se teintent légerement, suivant la couleur du milieu 
sur lequel elles se développent. Le plus souvent, les cultures 
sont séches. Cependant, sur certaines carotles, les cultures 
prennent un aspect légérement cireux et méme déliquescent. 
Mais ce caractére relalivement rare parait di plutdt & la qua- 
lité du milieu. 

Sur grains de blé et sérum coagulé, les cultures sont plus 


rares. La gélatine est un excellent milieu, mais n'est pas. 


liquéfiée. 

2° Milieux liquides. — Le liquide de Raulin, les bouillons de 
viande ou de Iégumes, le lait constituent d’excellents milieux 
de culture. L’O. se développe, soit en surface, donnant une 
pellicute blanchatre de levures (fig. 3), soit en profondeur, et 
revétant alors la forme mycélienne (fig. 5). 

Enfin, les milieux alcalins ou neutres paraissent plus favo- 
rables que les milieux acides. 


PROPRIETES BIOLOGIQUES. 


‘ 
. 


Toutes ces cultures s’obtiennent, & la température optima 
de 15° a 18°, en quarante-huit heures. Cependant, & 37°, elles 
se développent trés bien en trois & quatre jours. 

L’O. Periert parait étre trés sensible aux variations de tempé- 
rature, puisque des cultures laissées pendant une heure au 
bain-marie & une température de 50° et de 80° ne se dévelop- 
pent pas. 

Chauffé a 45°, il donne des cultures pauvres, plus lentes & se 
développer. 

De méme, une culture laissée une heure au bain-marie, dans 
la glace fondante, donne des éléments pauyres, rabougris, de 
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véritables formes de dégénérescence, dont les éléments con- 
Maaeee des inclusions rouge foncé sur les lames colorées au 
blew lactique. 

Ce champignon ne saurait non plus résister & l'action des 
antisepliques usuels. A des taux tres minimes, le nitrate 
@argent, la teinture d’ iode, la solution de Gram, le formol, le 


Fic. 4. — Oospora Perieri : Culture en goutte pendante. 


Forme Levure pure : 1-2-3, en voie de scissiparité; 4, Levure bourgeon- 
nante. — Gross. : 1.323. 


sulfate de cuivre, l’électrargol empéchent le développement 
des cultures. 

Au contraire, les milieux riches en oxrygéne favorisent son 
développement. C’est ainsi que le permanganate de potasse 
n’entrave en rien le développement des cultures. De méme, 
les bouillons additionnés d’eau oxygénée donnent des cultures 
trés riches : les éléments mycéliens prennent méme un déve- 
loppement anormal et la !dimension des filaments et des 
spores devient deux fois plus grande. Ce sont comme des 
formes géantes. 

14 
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ACTION PATHOGENE EXPERIMENTALE. 


Des inoculations ont été faites sur le cobaye et sur le lapin. 

Des cultures diverses ont été injectées dans la paroi abdo- 
minale de cobayes. Ll s’est toujours développé, a la suite, un 
petit abces intramusculaire, avec parfois réaction des lym- 
phatiques et des ganglions voisins, mais sans généralisation. 
L’amaigrissement de l’animal est toujours manifeste et rapide. 

L’examen du pus montre toujours les mémes caractéres, 
quelle que soit la forme de l’Oospora inoculé (levure, bouture 
ou mycélienne). Les frottis montrent, au milieu des polynu- 
cléaires plus ou moins abimés, des amas nombreux de levures 
typiques, souvent en voie de scissiparité (fig. 6). L’ensemen- 
cement de ce pus & levure sur les divers milieux donne a 
nouveau des cultures typiques « bouture » ou « mycélienne ». 

De méme, sur un lapin, nous avons inclus dans la masse 
des muscles spinaux une écharde de bois et des grains de blé 
stérilisés, puis ensemencés d’Oospora. Il s'est tres vite développé 
un grosabceés, dont le pus a présenté les mémes éléments carac- 
téristiques que précédemment sur le cobaye. 

L’inoculation antraveineuse x amené la mort de l’animal en 
trois jours, avec grosse hémorragie broncho-pulmonaire, sans 
lésion viscérale. . ) 

Enfin inoculation ¢ntrapéritonéale dune culture polymorphe 
aun cobaye a provoqué un amaigrissement de 250 grammes, 
en quinze jours. A l’autopsie, on trouve de multiples petits 
abcés, disséminés dans le foie, la rate, le grand épiploon, le 
mésentére, les vésicules séminales. Tous*ces abcés contiennent 
du pus, avec de nombreuses levures en voie de développement. 
Les ensemencements ont tous été positifs. 
| En outre, examen histologique d’un de ces noyaux infec- 
tieux a montré (fig. 6) : 

4° Une poche de pus constitué par des polynucléaires, la 
plupart trés abimés, et par des amas de levures. On ne voit 
nulle part d’éléments mycéliens. 

2° Tout autour de Vabcés, dans le tissu conjonctif inter- 
fasciculaire, il y a une prolifération abondante des éléments 
fixes du tissu conjonctif, infiltration de polynucléaires et néo-_ 
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formation capillaire. En outre réaction de périphlébite inflam- 
matoire commune. 

NiCes divers faits d’ exp¢rimentation semblent {bien montrer 
Paction pathogéne ou tout au moins toxique des cultures de 


Fic. 5. — Oospora Perieri : Culture sur lame en boite Borrel. 


' Forme Mycélienne: 1. 4. 1, Spores latérales ; 2, Spore terminale; 3, Longs 
éléments mycéliens cloisonnés. — Gross, : 1.323. 


lOospora Periert. Il est vrai que les liquides irritants pour 
Porganisme peuvent provoquer des abcés, parce qu’ils tuent les 
cellules chimiquement, mais les injections intramusculaires 
d’eau, de sérum, de bouillon ou d’encre de Chine, ne pro- 
voquent jamais d’abcés. De méme, ‘les inclusions de corps 
étrangers stérilisés. On voit tous les jours des plaques: de 
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Lambotte, ou des éclats d’obus qui sont parfaitement tolérés 
dans l’organisme, sans provoquer la formation de la moindre 
goutle de pus. Et notre expérience sur le lapin, avec les 
échardes de bois, parait bien réaliser les conditions d’une 
blessure avec corps étranger. 

D’autre part, il est intéressant de noter que les cultures 
injectées se transforment aprés inoculation. Nous avons tou- 
jours trouvé le pus contenant des levures, et souvent celles-ci 
en voie de reproduction. Les formes « bouture » et « mycé- 
lienne » ne paraissent pas pouvoir se développer dans lorga- 
nisme; elles disparaissent. Seule la forme « levure » parait 
done constiluer la forme pathogéne, sous laquelle |’Oospora 
Periert peut vivre sur homme ou sur l’animal. Par sa pré+ 
sence, ou par la sécrétion de ‘produits toxiques, il produit un 
afflux leucocytaire intense, et peut méme passer dans la circu- 
lation soit veineuse, soit lymphatique, comme dans le cas de 
Vinoculation intrapéritonéale du cobaye, et donner alors des 
abcés secondaires dans tous les viscéres Itributaires de la veine 
porie. Le parasitisme serait done comme un accident dans 
l’existence de ce champignon. 

Des essais ont é6lé aussi tentés sur la recherche de précipitine 
el @agglutinine, dans le sang des animaux inoculés, mais les 
résultats obtenus ne permettent pas de se faire une idée 
absolue sur la question. 


ie | 
-ONCLUSIONS. 


1° Liexamen des divers faits que nous avons observés montre 
bien Is diversité de formes que peut revétir l’Oospora Perier: et 
les passages en série d'une forme dans l’autre /levure, bouture 
ou mycélienne), suivant les milieux et suivant les conditions 
extérieures. IL constitue un bel exemple de pléomorphisme. 
D'autre part, chaque forme a ses caractéres bien différenciés, 
son mode de reproduction, son genre de vie, suivant quil 
puise loxygéne qui lui est nécessaire dans l'air ambiant ou 
dans les milieux chimiques ot on l’ensemence. 

L’oxygéne parait devoir j jouer un grand réle dans le dévelop- 
pement de ce champignon, puisque les milieux additionnés de 
permanganate de potasse ou d’eau oxygénée donnent des cul- 
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tures tres riches, el dont les éléments, presque doublés de 
volume, réalisent de véritables formes géantes. On voit quelle 
importance, cela peut avoir au point de vue thérapeutique, ces 
deux antiseptiques étant employés communément. 

Au contraire, les conditions d¢favorables, froid et chaleur 


Fic. 6. — Abcés provoqué sur un Cobaye par inoculation intrapéritonéale. 


Coupe anatomo-pathologique au niveau méme de labcés de la vésicule 
séminale. — 1, Amas de levures; 2, Polynucléaires. — Gross. : 1.323. 


exagérés, anliseptiques divers, arrétent le développement du 
champignon ou donnent parfois des formes larvées, rabougries, 
ne donnant presque aucune réaction par inoculation au cobaye. 

2° L’examen du cas observé chez l’homme et des expérimen- 
tations faites, tant sur le cobaye que sur le lapin, montrent que 
l Oospora Perieri revét toujours dans les lésions pathologiques 
la formé levure, quelle que soit la forme inoculée (levure, bou- 
ture ou mycélienne). Il semble bien que ce soit sous ce mode 


/ 
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de levure que l’Oospora peut vivre seulement dans l’organisme 
et provoquer alors des lésions pathologiques. 
3° Tous les faits d’expérimentation sur le cobaye et sur le 
lapin, que nous avons rapportés et discutés plus haut, nous 
permettent d’affirmer que l’Oospora Pervert est réellement 
pathogene. Dans l’observation qui a servi de point de départ 
a cette étude, il s’agissait d’ume infection secondaire de la plaie, 
soit par les poussiéres de lair, soit par un contact sepiique. 
D'ailleurs les cas d’imfection de plaies de guerre par cham- 
pignoms ne sont pas rares, quoiqu’on ne s’en soit pas beaucoup 
occupé. Sans prétendre étre complet (la bibliographie nous 
faisamt défaut), nous rappellerons que dans ce journal méme, 
dans le numéro de novembre 1915, MM. Rouyer et Pellissier ont 
publié phusieurs cas d’infection de plates par diverses mycoses. 
C’est encore 4 l’action de champignons que MM. Raymond et 
Parisot ont rattaché de nombreux cas de « pieds des tranchées ». 
Knfin M. Tuffiér a bien voulu présenter en notre nom a la 
Société de Chirurgie, le 13 juin 1917, un mémoire spr limfec- 
tion des plaies de guerre (primitrvement et secondairement) 
par plusieurs espéces de mycoses. Ces champignoms vivent 
autour de nous et beaucoup peuvent devenir pathogenes, dans 
certaimes conditions, au méme titre, par exemple, que le bacille 
tétanique que l'on retrouve partout dans la terre, ou de mul- 
tiples autres amaérobies qui pullulent dams les détritus et les 
déjections. Dans beaucoup de plaies, lemtes & guérir, il faut 
savoir les rechercher par les examens bactériologiques et: par 
les ensemencements appropriés, pour pouvoir instituer. un 
traitement curatifavec les antiseptiques de choix. 


CULTURE EN SERIE ET EVOLUTION 
CHEZ LE CHEVAL 
DU PARASITE DE LA LYMPHANGITE EPIZOOTIQUE 


par L. NEGRE et A. BOQUET. 


La lymphangite épizootique ou farcin d'Afrique est une 
affection contagieuse des chevaux, qui sévit a l’état endémique 
dans |’Afrique du Nord. Elle apparait surtout en hiver pendant 
la saison pluvieuse et s observe en Algérie presque exclusive- 
ment dans la région du littoral. Depuis le début de la guerre, 
cette affection a été propagée dans la mnétropole par les chevaux 
africains qui y furent envoyés (1). 

Cette maladie est déterminée par un parasite spécifique, le, 
Cryptococcus farciminosus, découvert par Rivolta, qui l’avait 
classé dans les champignons blastomycétes par ses caractéres 
morphologiques, mais n’avait pas réussi & le cultiver. 

De nombreux auteurs ont essayé de réaliser cette culture. La 
plupart d’entre eux ont eu des résultats négatifs ou n’ont cul- 
tivé que des levures banales. Ainsi Claudio Fermi et Aruch 
-disent avoir obtenu sur pomme de terre le développement du 
parasite sous la forme blastomycétienne. San Felice dit avoir 
reproduit la maladie par des cultures du 4° passage. 

“ Marcone et Tokishige ont été les premiers 4 obtenir le déve- 
loppement du cryptocoque sous la forme mycélienne, mais il 
parait ressortir de leurs travaux que, s‘ils ont réalisé la pre- 
miére transformation du cryptocoque, ils ne l’ont pas cultivé 
en série. Tokishige, avec le parasite de la lymphangite épizoo- 
tique qui sévit au.Japon, a cependant obtenu sur les milieux 
les plus divers la formation de colonies visibles. Mais il ne 
décrit pas les tubes mycéliens qui dans les repiquages forment 
les jeunes colonies. Par inoculation sous-cutanée de ses cul- 


(1) Pour la description clinique de la maladie, voir J. Bripréi, L. N&Gre et 
4G. Trovrtte, Annales de l'Institut Pasteur, septembre 1912, n° 7, p. 701. 
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tures au cheval, il n’a eu qu'une fois la formation d’un abces & 
cryptocoques. Il semble donc bien qu'il n’a obtenu qu’un déve- 
loppement incomplet du champignon. 

Les résultats de ces derniers auteurs, insuffisamment connus 
ou non confirmés, ne s’étaient pas imposés puisque dans ces 
derniéres années Gasperini, Ducloux, Mori, Thiroux et Teppaz 
ont voulu faire du parasite de la lymphangite épizootique un 
protozoaire. 

L’un de nous, en collaboration avec Bridré, a pu montrer 
que dans la déviation du complément le cryptocoque se com- 
portait, non comme un protozoaire, mais comme une levure, 
et qu'il devait étre considéré comme un blastomycéte. 

Nous apportons dans ce travail la preuve de la nature myco- 

sique du cryptocoque par la réalisation de sa culture en série 
et parla reproduction expérimentale de la maladie chez le che- 
val aprés inoculation de ces cultures. 


PREMIERS ESSAIS DE CULTURE 
DEVELOPPEMENT DU CRYPTOCOQUE SOUS LA FORME MYCELIENNE 


Nos premiéres observations ont porté sur du pus contenant 
des cryptocoques, déposé en couche épaisse sur un milicu 
gélosé et conservé 8 jours a l’étuve & 24°, puis 2 mois & la tem- 
pérature du laboratoire. 

Dans ces conditions, nous avons observé les transformations 
suivantes de certains cryptocoques : Ils augmentent de volume 
jusqu’a atteindre des dimensions doubles de leurs dimensions 
primitives et se chargent de gouttelettes réfringentes et de fines 
granulations. A leur extrémité effilée, il se forme un prolon- 
gement cylindrique du diamétre de 2 u. Ces prolongements, 
dont le protoplasma est granuleux, s’accroissent dans le sens 
de la longueur, tout en conservant le méme diamétre. Lors- 
quils atteignent 8 49 4, ils se séparent de la cellule mére 
par une fine cloison transversale. [1 peut se former ainsi un 
second segment égal au premier. Dans l'eau de condensation 
des milieux les plus divers, nous avons observé aussi la for- 
mation des grosses formes rondes & gouttes réfringentes aux 
dépens des cryptocoques. 


A la suite de ces premiers résultats, nous avons poursuivi 
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des essais de culture en ensemencant le pus farcineux dans 
l'eau de condensation d'un grand nombre de divers milieux. 
Les plus favorables étaient le sérum de cheval ou de mouton 
coagulé glycériné & 6 p. 100, la gélose au sérum de cheval, la 
gélose peptonée ordinaire ou la gélose au haricot glucosée & 
2 p. 100, non neutralisés. 

L’eau de condensation de ces milieux était additionnée de 
XX gouttes de bouillon de haricots non neutralisé, contenant 
2 p. 100 d’un des sucres suivants : glucose, lactose, saccharose. 

Nous avons dans ces conditions obtenu une évolution plus 
compléte du cryptocoque. Les bourgeons, issus des grosses 
formes arrondies des cryptocoques, augmentent de longueur 
et forment une série d’articles cloisonnés sur lesquels s’in- 
sérent des hyphes secondaires également cloisonnées. La lon- 
gueur des segments varie entre 5 et 15 u, leur largeur entre 2 
.et 4.u. Sur les filaments et les hypbes secondaires, on observe 
des renflements terminaux et intercalaires, sphériques ou 
ovoides, d’un diamétre de 5 & 10 ». Les tubes mycéliens et 
ces éléments présentent une double paroi et un protoplasma 
finement granuleux parsemé de gouttelettes d’huile. 

Ces tormations mycéliennes, déja décrites par Marcone et 
par Tokishige, apparaissent dans les cultures a partir du 4° jour, 
en moyenne de 7 4 15 jours aprés l’ensemencement. Nous les 
ayons obtenues jusqu au 4° passage en repiquant les cultures 
tous les 15 420 jours (I ou Il gouttes de l’eau de condensalion). 
- L’examen microscopique, pratiqué tous les 3 ou 4 jours, 
montre qu'il y a réellement développement de filaments nou- 
veaux et non simple conservalion du mycélium primitif. 

Mais les tubes mycéliens deviennent de plus en plus rares 
et cette culture en eau de condensation finit par s’éteindre. 
Nous n’avons jamais observé dans ces cultures la formation de 
colonies visibles. 

Comme |'a fait remarquer Cazalbou a la suite de la publica- 
tion de ces résultats, nous étions en présence de formes de 
souffrance dans un milieu de cullure insuffisant. Il nous avait 
permis d’obtenir le développement du cryptocoque sous la 
forme mycélienne. Mais il était impropre 4 sa végétation nor- 
male et & sa culture en série. Il fallait trouver un milieu plus 
favorable. 
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RECHERCHE DU MILIEU QUI NOUS A PERMIS D’OBTENIR 
DES COLONIES VISIBLES ET DES CULTURES EN SERIE 


Nous avons pensé que le cryptocoque, parasite du cheval, 
devait végéter dans le fumier. Nous avons donc préparé avec 
du crottin de cheval un milieu dont la composition est la sui- 
vante : 

Faire macérer a froid pendant 24 heures 400 grammes de crottin de cheval, 
bien sec, dans 2 litres d’eau ordinaire. 

Filtrer sur tarlatane, exprimer et filtrer sur papier sans neutraliser. Ajou- 
ter 10 grammes de peptone et faire dissoudre 18 grammes de gélose pour 
4.000 cent. cubes du liquide précédent. Stériliser 30 minutes a 120°. Filtrer. 
Ajouter 40 grammes pour 1.000 de glucose, répartir et stériliser 20 minutes 
& 115°, 

Nous avons obtenu le développement des cryptocoques a la 
surface de ce milieu, en ensemencant par étalement une grosse 
goutle de pus, prélevée aseptiquement dans un abcés clos des 
cordons lymphatiques. 

Kn 48 heures, les.grosses formes rondes apparaissent, se 
chargent de gouttes d’huile et émettent des filaments qui se 
cloisonnent et s’accroissent pour alleindre une longueur totale 
de 75 & 100 wu. 

Bien quil n’y etipas de culture visible, ces résultats réali- 
saient un progrés important sur nos essais antérieurs : dévelop- 
pement en surface du parasite, culture plus rapide et beaucoup 
plus abondante. Mais un trés grand nombre d’essais de repi- 
quage de ces cultures sur le méme milieu restérent toujours 
sans succes. 

Le contraste entre le développement presque luxuriant des 
cryptocoques sur cc nouveau milieu au premier ensemen- 
cement et l’absence de toute culture au second repiquage nous 
a frappés. Nous avons pensé que cette différence pouvait pro- 
venir d'un élément qui était introduit en assez grande abon- 
dance au premier ensemencement, le pus, et qui n’existait plus 
au second passage. Nous avions remarqué, en effet, que les 
filaments se développaient dans le pus déposé sur la paroi des 
tubes de culture, et qu’a la surface de la gélose au crottin, les 
points d’élection pour la prolifération des tubes étaient toujours 
les ilots de leucocytes. 
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Nous avons cherché & réaliser des conditions analogues en 
ajoulant aux cryptocoques les éléments nutritifs qui leur étaient 
apportés par le pus. Ces éléments nous ont été fournis par une 
macération de ganglions pee sarees de cheval, préparée de 
la maniére suivante : 

Hacher finement 100 grammes de ganglions lymphatiques de 
cheval. Faire macérer & froid pendant 24 heures dans 500 cent. 
cubes d'eau ordinaire. Filtrer sur toile et exprimer. Faire 
dissoudre 20 grammes de glucose. Répartir et stériliser 
30 minutes a 115°. Pendant la stérilisation, le liquide s’éclaircit 
et un dépét abondant se forme dans les tubes. 

- 20 gouttes de ce dépot sont répandues 4 la surface des tubes 
de gélose déja ensemencés. Etuve & 25-30°. Un maintient 
Vhumidité du milieu en humectant avec le liquide de conden- 
sation, que l’on remplace par de l’eau de la macération quand 
il s'est évaporé. 

Tel est le milieu sur lequel nous sommes arrivés A réaliser 
lapparition de colonies visibles, puis le repiquage des cultures 
en série. 


CARACTERES DES CULTURES 


1° Gélose au crottin. — 4 & 6 semaines apres l’ensemen- 
cement du pus, les premiéres ro. apparaissent a la surface 
du milieu & 25-30°. Elles se présentent d’abord sous la forme de 
petites colonies arrondies saillantes, blanc grisitre, légérement 
duveteuses, des dimensions d’une téte d’épingle. Les colonies 
s'accroissent par la périphérie et en hauteur. Elles deviennent 
de plus en plus proéminentes et brunissent. Elles prennent 
un aspect tourmenté et sont parsemées de petits points blancs 
duveteux. Tout autour de la colonie, 4 la surface de la gélose, 
se trouve une aire blanche duveteuse, festonnée. 

Les colonies sont dures et compactes. Les éléments qui les 
composent sont tres difficiles & dissocier, elles sont trés adhé- 
rentes & la gélose. Quand on veut les prélever a l’aide de la 
spatule de platine, on emporte toujours un morceau de gélose 
sous-jacente. 

Pour faire un réensemencement, il faut prélever une grosse 
colonie et, aprés l’avoir introduite dans le tube & ensemencer, 
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l’écraser entre la spatule et la paroi du tube. Puis on prend avec 
la spatule les débris obtenus pour les porter a la surface de la 
eélose qu’on laboure fortement pour y incruster ces parcelles 
de colonies. 

2° Gélose de Sabouraud. — Nous avons également pu obtenir 
sur gélose de Sabouraud recouverte de macération de ganglions 
le premier développement du cryptocoque sous forme de 
colonies visibles. A 25-30°, incubation des co!onies est la méme. 


1 2 3 1 2 3 
Fie. 4. 
1. Culture sur gélose de Sabouraud, : 
a 37°; Le 1°" groupe vu légérement de 
2. Culture sur gélose au crottin, d 220: profil. 
3. Cullure sur gélose de Sabouraud, 


Le 2° groupe, vu de face. 
A 22°, 


Sur ce milieu, les colonies toutes jeunes ont les caractéres 
décrits précédemment. Mais en se développant elles prennent 
un aspect légérement différent. Elles sont plus plissées et plus 
claires. Elles ont une teinte blanc jaunatre, sablonneuse, et 
sont entourées d’une zone duveteuse blanche. Elles peuvent 
élre parsemées de petits points blancs; elles deviennent 
plus foncées en vieillissant. Elles sont, comme sur gélose 


au crottin, trés adhérentes au milieu et tras difficiles a 
dissocier. . 


CULTURE ET EVOLUTION DU PARASITE DE’ LA LYMPHANGITE 221 


CULTURES EN série. — Nous avons réalisé le premier repiquage 
sur les mémes milieux. Mais au repiquage suivant nous avons 
essayé de supprimer la macération de ganglions, et nous avons 
obtenu les mémes résultats avec ou sans addilion de gan- 
glions 

Au fur et & mesure des passages sur ces milieux, le temps 
dincubation des colonies a 25-30° devient plus court. Dans les 
tout premiers repiquages, il est d'un mois. Au 5° passage, les 
petites colonies ont apparuau bout de 3 semaines, au 10° passage 
en 10 jours. 

L’aspect des malice se transforme aussi légérement tout en 
conservant les mémes caractéres, elles tendent a devenir plus 
blanchatres et duveteuses. 

Entre les 5° et 10° passages, nous avons essayé des repiquages 
sur les divers milieux de laboratoire, Nous avons obtenu & 37° 
des cultures sur gélose ordinaire, sur gélose glucosée, sur gélose 
touraillon. Elles ont sur ces milieux le méme aspect que sur 
gélose de Sabouraud, quoique moins duveteuses. Mais leur 
développement y est beaucoup moins abondant. Sur gélatine, 
il‘donne des colonies blanches duveleuses quila liquéfient assez 
rapidement. 

Nous avons obtenu a 24° le développement des cultures de 
eryptocoque par repiquage dans les milieux liquides suivants : 
bouillon de viande glucosé et non glucosé, bouillon au crottin 
de cheval glucosé, et lait. 

Nous avons ensemencé dans ces milieux une grosse colonie 
prise sur gélose de Sabouraud. Le développement du cham- 
pignon est plus lent que sur milieu solide. 

En bouillon de viande glucosé et non glucosé, la colonie 
ensemeacée a surnagé a la surface ct a trés lentement aug- 
menté de volume. Au bout de 3 mois, elle a fini par atteindre 
le diamétre du tube, formant une grosse masse spongieuse a 
surface tourmentée recouverte d’une partie plus claire et plus 
transparente. Elle est constituée par des filaments & paroi 
mince, donnant de rares spores externes par bourgeonnement. 
Dans le fond du tube, se trouvent quelques flocons constitués 
par les mémes éléments. 

En bouillon au crottin de cheval glucosé, le champignon 
pousse. sous forme de flocons au fond eth tube, agglomérals de 


. 
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filaments & paroi mince et de spores externes avec nombreuses 
gouttes d’huile. 

En lait, la culture s’est développée tres tardivement au bout 
de 2 mois et demi. Elle n’est pas décelable @ Vceil nu; le lait 
s'est coagulé. Dans le coagulum, on voit au microscope une 
tres grande quantité de formes rondes ayant les dimensions 
des spores externes, mais & aspect hyalin ne contenant pas de 
eouttes d’huile. 

Nous avons aussi réalisé des repiquages sur pomme de terre 
et sur carotle. Sur ces deux milieux, laculture est proéminente, 
légérement plissée et a un aspect gris brunatre qui fonce en 
vieillissant, 

Nous sommes actuellement arrivés au 12° passage. 


TempiRaTURE DE CULTURES, — Pour le premier ensemencement, 
la température de choix est celle de 25-30°, A cause de la 
longue incubation des premiéres colonies, nous avons toujours 
obtenu & 37° une dessiccation trop rapide des tubes qui a du 
entraver le succés de nos ensemencements. 

Mais dans les repiquages ultérieurs, la température de 347° 
se montre beaucoup plus favorable aux cultures que les tempé- 
ratures inférieures. ; 

La croissance du champignon est plus rapide a cette tempé- 
rature et son développement beaucoup plus abondant. Ainsi, au 
12° passage, nos cultures atteignent & 37°, en 8 4 10 jours, leur 
plein développement, alors qu’a 25° il leur faut 15 jours a 
3 semaines. A 25-28, les colonies qui se développent sont plus 
ou moins abondantes. A 37°, le champignon forme un gateau 
continu ala surface de la gélose. 

A 37°, les colonies ont une consistance tout & fait différente 
de celle qu’elles acquitrent & 25-28°. Elles ne sont plus adhé- 
rentes au milieu, elles sont molles et se laissent trés facilement 
écraser par la spatule. A cette température, leur repiquage est 
done beaucoup plus facile. 

Enfin, 4 37°, les colonies se distinguent aussi i par leur aspect 
de celles qui ont poussé & 25-30°. Ges derniéres ont un aspect 
duveteux beaucoup plus prononcé. 
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CARACTERES MORPHOLOGIQUES 


Nous avons vu, en exposant les résultats de nos premiers 
essais de culture, comment le cryptocoque évoluait vers la forme 
mycélienne. ll s’arrondit, se charge de gouttes d’huile et donne 
par bourgeonnement des tubes mycéliens cloisonnés, & double 
contour. . 

Aux extrémités et sur les ramifications de ces tubes, se 
forment par bourgeonnement. des formes rondes chargées de 
gouttes d’huile, semblables aux grosses formes-rondes des 
cryptocoques qui leur ont donné naissance. Elles se séparent 
par une cloison et un étranglement du filament qui les porte et 
deviennent libres dans le milieu. 

Elles bourgeonnent & leur tour en donnant des formations 
identiques. 

Ce sont ces éléments; tubes mycéliens et formes rondes, qui 
composent les colonies du premier ensemencement. 

Voyons maintenant les étapes franchies par le champignon 
dans les repiquages suivants. 


1° Tupes MYCELIENS A PAROI MINCE. — Les Jeunes colonies a 
aspect duveteux sont formées par des tubes mycéliens 4 paroi 
mince. Ces tubes sont trés étroits. Ils ont une épaisseur de 2 u..° 
Ils sont cloisonnés. Les cloisons sont trés fines et trés peu 
apparentes. Elles déterminent des segments de longueur irré- 
guliére de 10 a 20 » environ. Le protoplasma est finement 
granuleux. Il ne contient pas de gouttes d’huile. 

Ces tubes mycéliens donnent des ramifications latérales qui 
se détachent du filament principal d'une facon assez réguhiére- 
ment alterne. Sur les ramifications secondaires prennent nais- 
sance des ramifications tertiaires. Les ramifications secon- 
daires et tertiaires ont la méme épaisseur que le tube prin- 


cipal. 


2° Bourcronnements..— Aux extrémités de tous ces fila- 
ments se forment de petits bourgeons en forme de poire. Ils 
n’ont d’abord qu’une paroi mince, identique & celle des tubes, 
qui leur ont donné naissance. Puis cette membrane interne 
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s’épaissit, devient réfringente et a un double contour. En 
méme temps & la base des bourgeons apparait une cloison a 
double épaisseur. Elle se forme dans le prolongement de leur 
enveloppe externe et les-sépare du tube mycélien qui les 
porte. 

On voit apparaitre dans leur contenu, au sein du protoplasma 
i fines granulations, des gouttelettes d’huile qui sont en général 
agelomérées dans la partie centrale de la cellule. A mesure que 
les dimensions de la cellule s’accroissent, ces gouttelettes se. 
fusionnent et forment des gouttes d’huile de plus en plus volu- 
mineuses. 


EXPLICATION DE LA FicgureE 2. 


4. C, eryptocoques dans un leucocyte; R, forme arrondie de cryptocoque ; 
T, tube mycélien A double contour provenant du bourgeonnement d'une 
forme arrondie de cryptocoque encore incluse dans le leucocyte. 

. Tubes mycéliens 4 paroi mince dans une jeune colonie donnant par bour- 
geonnement des spores externes a différents stades et un tube mycélien 
4 double contour (T) portant lui-méme une spore externe (S). 

3. Tube mycélien & paroi mince dans une jeune colonie donnant un tube 
mycélien a double contour (T) et premier stade du bourgeonnement 
d'une spore externe 4 l’extrémité d'une autre ramification (S). 

4. Spore externe libre chargée de gouttes d’huile. 

5, 6, 7, 8, 9 et 10. Formations mycéliennes 4 double contour provenant du’ 
bourgeonnement des spores externes. 

11. Tubes mycéliens 4 double contour reproduisant des spores externes par 
bourgeonnement. 

12. Chlamydospore libre. 

13 et 14. Chlamydospore sur’ des formations mycéliennes. 

45,16, 17 et 18. Articles mycéliens désagrégés et tourmentés: dans les cul- 
tures agées. 


io) 


3° Spores externes. — Nous appellerons spores externes ces 
formes rondes a double contour, chargées de gouttes d’huile, 
qui ont pris naissance par bourgeonnement sur les tubes 
mycéliens. 

Quand ces spores externes sont arrivées & maturité, elles se 
détachent du filament qui les a formées et deviennent libres. 
Elles prennent en général une forme arrondie, mais reslent 
parfois légérement ovoides. 

Les ae petites ont un aot de 4&5 yu. Leur diamétre 


le plus fréquent est de 8 a . Certaines alteignent jusqu ‘y 
15 et 16 de diamétre. 
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4° ‘TUBES MYCELIBNS A DOUBLE contour. — Les tubes mycé- 
\ 
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liens 2 double contour prennent naissance par bourgeonnement 
aux dépens des spores externes. Plus rarement, ils se forment 
sur les ramifications des tubes mycéliens 4 paroi mince. Dans 
ce cas, ces derniers s’élargissent, leur membrane s’épaissit 
et prend un double contour, leur protoplasma se charge de 
gouttelettes d’huile. 

Les spores externes donnent naissance aux nouvelles for- 
mations mycéliennes & double contour de différentes fagons. 

Certaines s’étirent en donnant un gros tube qui s’allonge par 
plusieurs segments du méme diamétre placés bout & bout. 
D'autres forment aprés étirement deux renflements en haltére. 
Mais le plus grand nombre donnent par bourgeonnement des 
tubes mycéliens, d’une épaisseur de 3 & 4». Ces tubes mycé- 
liens se ramifient en filaments secondaires et tertiaires de la 
méme épaisseur. Ils sont segmentés en articles de 10 a 18 uw 
par de fines cloisons transversales. Aux extrémités de tous ces 
filaments, de nouvelles spores externes prennent naissance par 
bourgeonnement. Elles sont semblables a celles qui ont formé 
ces tubes mycéliens. 

Tous ces éléments mycéliens sont caractérisés par leur pro- 
toplasma & fines granulations, chargé d'une tres grosse quan- 
tilé de gouttes d’huile et par leur double contour. Ils sont 
identiques aux formations qui proviennent directement du 
bourgeonnement des formes arrondies des cryptocoques. 

Aucun caractére morphologique ne distingue non plus du 
reste les spores externes des formes arrondies des crypto- 
coques. Le cryptocoque parait onc étre une forme de multi- 
plication de la spore externe dans l’organisme du cheval. 


5° Cutamypospores. — Les chlamydospores se forment sur 
les tubes mycéliens & double. contour. Elles prennent nais- 
sance le plus souvent aux extrémités des tubes trapus et 
courts, formés d’un petit nombre de segments. Dans les cul- 
tures en souflrance, nous les avons vues se former aussi inter- 
calairement entre les segments mycéliens. 

Elles sont légérement polygonales, a double contour tres 
épais. Leurs dimensions varient de 10. a 18 u. Leur proto- 
plasma finement granuleux, sans gouttes d’huile, est condensé 
au centre de la cellule. 
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6° Visittes currures. — Dans les vieilles cultures, le mycé- 
lium prend un aspect absolument différent de cata que nous 
venons de décrire. 

Tous les articles des tubes mycéliens se désagrogent et 
sisolent. Les fines granulations et les gouttes d’huile du pro- 
toplasma disparaissent. La cellule parait vide de son contenu. 
La membrane externe est épaisse et réfringente. Les deux 
contours ne sont plus rigoureusement paralléles. La forme 
générale de la cellule est tourmentée. I] s'agit la probablement 
de formes de repos et de résistance, car & ce stade les cultures 
se laissent difficilement repiquer. 


7°. AscosporEes. — Dans nos premiers essais, nous avons ren- 
contré dans des cultures en souffrance des cellules a double 
paroi contenant trois ou quatre éléments identiques aux crypto- 
coques du pus. Nous n’avons apercu qu’a deux reprises une ou 
deux de ces formations. Il nous a été donc impossible de les 
identifier par les méthodes de coloration habituelles, mais mor- 
phologiquement, elles nous ont fait penser. & des ascospores. 

Nous ne les avons plus jamais retrouvées. Pinoy n'est pas 
arrivé 4 en reproduire la formation. 

Tout en faisant toutes réserves sur cette constatation, nous 
tenons & la mentionner 4 cause de son importance. Si elle 
était confirmée, elle permettrait de classer le champignon de la 
‘lymphangite épizootique dans le genre Endomyces. 

Tokishige a décrit comme ascospores les gouttes d’huile qui 
prennent naissance dans les tubes Cape per a double contour 
et dans les spores externes. 

L’évolution de ces corpuscules dont nous avons parlé pou- 

vait déja leur faire accorder une signification toute différente. 
Pour préciser leur nature, nous avons traité les cellules qui 
les contenaient par une solution d’acide osmique 4 1 p. 100. 
Sous son action, les gouttelettes ont pris une teinte brune qui 
nous fait admettre, comme l’avait pensé Guilliermond, que ces 
formations ne sont pas des ascospores, mais des gouttes d’huile. 
Elles paraissent étre des réserves nutritives qui s’emmaga- 
sinent dans les formes de bourgeonnement. Elles disparaissent 
_ dans les chlamydospores et dans les formes de repos dans les 


vieilles cultures. 
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8° CoLoration. — Toutes les formations & double contour 
sont comme les cryptocoques rebelles aux colorants ordi- 


naires des champignons. 


Seuls les filaments mycéliens & une seule paroi qui se 


développent au début des cultures en séries se colorent par la 


thionine ou le bleu au lactophénol, mais ils prennent mal le 
colorant. La partie centrale du tube seule est bien colorée, 


9° EvoLution pu cryprocogur. — En résumé, |’éyolution du 
eryptocoque dans les cultures peut se schématiser de la facon 


suivante: 


PREMIER ENSEMENCEMENT. 


; 
Cryptocoque s’accroit, s’arrondit et 


donne 
Y 


Grosses formes rondes chargées de 
gouttes dhuile, donnent par bour- 
geonnement 


Tubes mycéliens 4 double paroi 
portant spores externes et chlamy- 
dospores. Les spores externes repro- 
duisent par bourgeonnement les 
mémes formations 

Y 

Dans les vieilles cultures évoluant 
en éléments désagrégés a contour 
tourmenté. 


REPIQUAGES. 


Tube mycélien a paroi mince 


donnant par bourgeonnement 


Y 


Grosses formes rondes chargées de 
gouttes dhuile donnent par bour- 
geonnement 


Tubes mycéliens a double paroi 
portant spores externes et chlamy- 
dospores. Les spores externes repro- 
duisent par bourgeonnement 
mémes formations 


Y 


Dans les vieilles cultures éyoluant 
en éléments désagrégés a contour 
tourmenteé. 


\ 


£ 


10° Kyo.ution pes coLtonres. — Les colonies présentent l’évo- 
lution suivante au cours de leur développement. 


A. — Jeunes colonies. Elles sont d’abord formées uniquement 


de tubes mycéliens fins & paroi mince. Puis les spores externes 
et les tubes mycéliens & double paroi commencent & apparaitre. 
Les premiers éléments restent prédominants. 

B. — Colonies en plein développement. Elles se composent 
presque exclusivement de tubes mycéliens & double contour et 
de spores externes. On y trouve encore de rares ilots de tubes 
mycéliens fins & paroi mince. Les chlamydospores sont rares. 

C. — Vieilles colonies. L’aspect des éléments qui les com- 


les | 
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posent a complétement changé. Par désagrégation de leurs 
segments, les tubes ont disparu. Les colonies sont formées 
d’éléments contournés & double paroi épaisse et réfringente et 
de chlamydospores. 

Dans les parties desséchées des tubes, c’est-d-dire dans la 
_partie supérieure des tubes de gélose inclinée, les éléments 
mycéliens prennent trés rapidement ce dernier aspect. L’aspect 
morphologique du champignon 4 l’examen microscopique 


nest donc pas une base suffisante pour apprécier lage d’une: 


colonie. 
INOCULATION DES CULTURES AUX ANIMAUX 
INOCULATIONS AU CHEVAL 
1° Premiere série d'eapériences suv le cheval Guili. — Inocula- 


tions de colonies du 1°" passage ensemencées depuis 3 mois, 
contenant quelques rares cryptocoques gui n'ont pas bour- 
geonne. 


Exe. A. — Inoculations par scarification. 


De légéres scarifications avec la pointe d’une aiguille sont faites sur une 
plaque d'épiderme préalablement rasé. La plaie est souillée avec des cultures 
émulsionnées dans de l’eau physiologique. 

2 mois apres, de petits boutons lenticulaires apparaissent a la surface 
. de la peau rasée sur une plaque grande comme une piéce de 50 centimes. Le 
derme au-dessous est rouge et laisse suinter un peu de lymphe claire. 
Celle-ci, examinée au microscope, montre des cryptocoques en assez petit 
nombre, libres ou intracellulaires. La région est sensible. Dans les jours 
suivants, la plaque de boutons s’étend et suppure. Cette suppuration a duré 
plusieurs mois sans s’étendre. 


Exe. B. — Inoculations intradermiques. 


1/3 de cent. cube d’une colonie broyée et émulsionnée en eau physiolo- 
gique est inoculé dans le derme du boulet droit et dans la lévre. 

Léger cedéme au point d’inoculation, qui disparait en 40u 5 jours. Grande 
sensibilité. ; 

48 jours aprés Vinoculation, de petits nodules apparaissent aux points d’injec- 
tion, du volume d’un petit pois. Iis restent sensibles 4 la pression. 

Vers le 53° jour, ces boutons s’ulcérent. Dans le pus, on trouve des crypto- 

coques typiques. 

Les boutons ont buppiire pendant plusieurs mois. Une petite corde, partant 
du bouton de la lévre, s’est dessinée, puis a disparu, 
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4/3 de cent. cube de l'émulsion précédente est inoculé en méme temps 
dans le derme de |’épaule droite. OEdéme au point dinoculation, qui fait. 
place immédiatement a un nodule induré, trés sensible au toucher. 

3 semaines apres linjection, on préléve par biopsie le nodule. Il est formé 
d'un tissu fibreux assez dur d’ot s’échappe une sérosité sanguinolente conte- 
nant des petites formes de la dimension d’un cryptocoque, mais n’ayant qu’une 
paroi mince. 


Dans les jours suivants, la plaie se cicatrise, puis elle s’ouvre en laissant 
s’écouler du pus contenant des cryptocoques typiques. 


Fic. 3. 


Reproduction expérimentale de la lymphangite épizootique chez le cheval 
Guili. Sur le cou, double cordon en chapelet. A l’épaule, lésions pro- 
voquées par scarifications de la peau et badigeonnage de cultures. 


By X 
Exe. C. — Inoculation sous-cutanée. 


1/3 de cent. cube de lémulsion des cultures précédentes est injecté en 
méme temps dans le tissu sous-cutané de la nuque gauche. : 

Pendant les 3 premiers jours apres l’injection, gros cedéme trés douloureux 
au moindre toucher. Il diminue progressivement et vers le 25¢ jour se bone 
dense en un nodule gros comme un pois. Ce nodule reste trés sensible 4 la 
pression. Il semble adhérer au plan profond. Le 34¢ jour, on préléve a 
biopsie un fragment de ce nodule, formé par un tissu organisé fibreux ate 
Dans la sérosité, on constate au microscope la presence ide petites formes 


/ 
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des dimensions du cryptocoque, certaines sans double contour, d’autres avec 
le double contour caractéristique. 

Vers le 50° jour, une deuxiéme phase de la lésion commence. Elle est carac- 
térisée par augmentation de volume du nodule qui atteint les dimensions 
d'une grosse noix et parl’apparition d’cedémes : cedéme périphérique autour 
de la iésion, ceedéme a distance au niveau de la gorge et sur la partie latérale 
de l’encolure. 

Au 60¢ jour, tous ces cedémes disparaissent. Le nodule augmente, devient 
fluctuant et s’ouvre en laissant sourdre un pus A cryptocoques. Une petite 
corde dure apparait dans son prolongement. Cette petite corde disparait au 
bout de 2 jours, puis réapparait le 70¢ jour. 

A cette date, du bouton qui suppure partent 2 cordes obliques se dirigeant 
vers la gouttiére jugulaire. La corde inférieure ale volume d’un gros crayon 
et présente sur son trajet des boutons des dimensions d’une piéce de 
50 centimes. La supérieure est plus petite. A leurs extrémités inférieures, 
elles se rapprochent. Leur longueur atteint environ les 2/3 de la longueur de 
Yencolure. La corde inférieure présente 11 boutons clos, la corde supé- 
rieure 7. 

Le 73e jour, la corde supérieure disparait et ne reste jalonnée que par 
2 petits boutons. Il ne subsiste qu’une corde unique en chapelet. 

Au bout de.4 mois 1/2, les boutons s’abcédent. La guérison est survenue 
en 7 mois. 


2° Deuxiéeme série d expériences sur le cheval Agreb. — Inocula- 
tions des cultures du 8° passage dont la souche a été isolée 
11 mois auparavant. 


Exe. D. — Inoculations intradermiques. 


4 injections de 1c.c.5 d’émulsions de cultures dgées de 3 semaines sont 
pratiquées de chaque coté de la nuque et de chaque coté de la partie latérale 
du cou. ; 

Pendant les 4 piemiers jours, gros cedéme au point d’injection, trés dou- 
Icureux ala palpation. 

Le 5e jour, il se resorbe et fait place 4 des nodules durs de la dimension 
@une noix. 

Jusqu’au 10° jour, ces nodules se résorbent et ne présentent plus que le 

volume d’un pois. 
_ Vers le 20¢ jour, les deux nodules de droite augmentent subitement de 
volume. Ils atteignent les dimensions d’un ceuf. Le 28¢ jour, une fluctuation 
apparait. Un des abcés est ponctionné et laisse sourdre un pus contenant des 
cryptocoques typiques, intraleucocytaires. Les deux abcés se mettent a 
suppurer. Aucun signe de généralisation dans le voisinage. 

Les deux nodules de gauche, aprés avoir augmenté de yolume comme les 
deux précédents, ont régressé vers le 20¢ jour. Au bout de 1 mois, ils ont de 
nouveau augmenté, se sont ramollis et se sont mis a suppurer. Tous ces 
nodules sont toujours restés trés sensibles 4 la pression. 


\ 
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Exe. EK. — Inoculations sots-cutanées. 


Des quantités semblables des cultures précédentes sont injectées sous la 
peau au niveau des épaules droite et gauche. Pendant les 4 premiers jours 
cedéme beaucoup plus étendu et voluminéux que dans les inoculations prece- 
dentes. Trés grande sensibilité. Le 5° jour, ’cedéme se résorbe et fait place - 
4 des.nodules durs du volume d'une amande. 

Les nodules diminuent jusque vers la fin de la 3° semaine. Puis ils se 
mettent & augmenter et atteignent au bout de 4 semaines les dimensions 
d'un gros ceuf de poule. Quelques jours aprés, des cordes filiformes. dures 
apparaissent. Elles partent de ces nodules et descendent en contournant la 
face externe de l’avant-bras jusqu’é mi-hauteur. Au bout de 2 mois, le nodule 
de gauche se met a suppurer et se vide peu a peu. Le nodule de droite est 
resté beaucoup plus longtemps sous la forme d’une grosse masse indurée, 
quia fini par se ramollir et a donné issue Aa un pus contenant des crypto- 
coques. 


Mobs vb’ INocULATION EXPHRIMENTALE. — ]] ressort de toutes ces 
expériences que les inoculations par scarification de |’épiderme 
el que les injections intradermiques ne nous ont donné que des 
abcés a cryptocoques localisés au point d’inoculation. . 

Seules, les injections sous-cutanées ont abouti 4 une géné- 
ralisation du cryptocoque et nous ont permis de reproduire 
expérimentalemént la maladie, ce qui n’avait pas été réalisé 
jusqu’’ présent avec les formes mycéliennes du cryptocoque. 


INOGULATIONS AUX PETITS ANIMAUX. — Des émulsions de cul- 
tures du 8° passage dgées de 3 semaines ont été inoculées aux 
petits animaux de laboratoire : lapin, cobaye, souris. 

L’inoculation intraveineuse chez le lapin et sous-cutanée 
chez le cobaye ne nous a donné aucun résultat jusqu’a présent. 

Les inoculations sous-cutanées chez le lapin et chez la souris 
ont abouti, au bout de 5 semaines, & la formation d’un petit 
abcés au point injection. Dans le pus de cet abces, nous 
avons trouvé quelques rares cryptocoques & double membrane. 
Aucun d’eux n’était imtraleucocytaire. 

Une inoculation sous-cutanée au singe (macaque) est restée 
sans résultat. 


EVOLUTION DES LESIONS EXPERIMENTALES CHEZ LE CHEVAL, — L’ino- 
culation des cultures au cheval, quel que soit le mode employé, 


est toujours caractérisée par l’apparition d’un gros edeme. TI 
, 
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se produit dans les 24 heures aprés l’injection, et disparait 
4 ou 5 jours aprés. Cet cedéme est tras sensible A la pression. 

Cet cedéme fait place &’ un nodule induré dont les dimen- 
sions varient entre celles d’un pois et d’une amande, qui peut 
disparaitre complétement, rester stationnaire ou présenter des 
alternatives d’extension ou de régression, accompagnées quel- 
quefois d’cedémes transitoires. 

Il est formé par un tissu induré fibreux contenant une 
sérosilté sanguinolente, dans laquelJe nous avons pu constater 
au bout de 4 semaines la présence de cryptocoques. 

Ces nodules reslent, pendant tout le cours de leur évolution, 
trés sensibles @ la palpation. 

4 & 8 semaines aprés l’injection, ces nodules se ramollissent 
totalement ou partiellement et s’ouvrent & l’extérieur, en 
laissant s’écouler le pus contenant des leucocytes bourrés de 
cryptocoques. 

Dans le méme intervalle de temps, aprés injection sous- 
cutanée, les premiéres manifestations de la généralisation 
apparaissent sous la forme d’une petite corde dure, filiforme, 
partant de la lésion primitive. Sur le trajet de cette corde 
apparaissent ensuite les petits abcés clos qui caraclérisent les 
cordes lymphatiques de la lymphangite épizootique. On a ainsi 
le tableau complet de la maladie naturelle. En résumé, l’incu- 
bation dans la maladie expérimentale est de 4 a 8 semaines. 


EYoLurion CHEZ LES PETITS ANIMAUX DE LABoRaToIRE. — Nous 
avons pu réaliser chez le lapin et la souris, par inoculations 
sous-cutanées de cultures, des abcés localisés & cryptocoques, 
dont la durée dincubation est la méme que chez le cheval. © 

Ils sont caractérisés par la rareté des cryptocoques et par leur 
absence de pénétration dans les leucocytes. 


EVOLUTION DU CHAMPIGNON 
DANS L’ORGANISME DE L’ANIMAL INOCULE 


Dans le nodule fibreux induré qui se produit au point d’ino- 
culation des cultures, nous avons pu mettre en évidence, de 
3 a 4 semaines aprés l’injection, de petits corps ovoides api- 
culés, ayant l’aspect morphologique du cryptocoque, mais un 
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peu plus petits que lui et sans double contour. Ils sont tous 
libres et se reproduisent par bourgeonnement. Nous avons éga- 
lement vu avec eux, dans la sérosité sanguinolente qui s’écoule 
du nodule, des formes rondes & double contour, avec ou sans 
gouttelettes d’huile. 


Dans une expérience que nous n’avons pas encore relatée 


dans ce mémoire, nous avons inoculé & un cheval, par injec- . _ 


tions sous-cutanée et intradermique, les tubes mycéliens et les 
formes rondes que nous avons obtenus dans nos premiers 
essais de culture du cryptocoque dans l’eau de condensation de 
certains milieux. Cet animal recut ensuite 1 cent. cube d’une 
culture dans la veine. . 

3 semaines. aprés, un eedéme apparut sur l’avant-bras, a 
15 centimétres environ au-dessous d'un des points de l’inocu- 
lation intradermique. Cet cedéme persista pendant 6 jours, et 
aprés sa disparition on remarqua dans la méme région une 
légore dépilation et un soulévement épidermique de 6 a 7 mil- 
limétres de diamétre. 

L’examen microscopique de cel épiderme broyé entre les 
deux lames de verre décela les éléments suivants, en petit 
nombre : . 

1° Des cryptocoques typiques, caractérisés par leurs dimen- 
sions de 3 a.4 », leur forme en citron, le corpuscule mobile 
inclus dans leur protoplasma et leur double coque. 

2° Des .formes arrondies de 5 & 6 », réunies en amas de 
i0 4 15 éléments. Cerlaines d'entre elles étaient en voie de 
bourgeonnement. 

3° De courts filaments irréguliers & double contour. Dans la 
suite, cette lésion épidermique se cicatrisa normalement et en 
aucun point de la surface de la peau nous n’avons pu retrouver 
les mémes éléments. . 

Il n’est pas possible d’établir une relation cerlaine entre cette 
observation et les inoculations praliquées, étant donné que les 
cryptocoques n’ont pas gagné les tissus profonds. Mais ces faits 
démontrent que le champignon de la lymphangite peut végéter 
dans l’épiderme du cheval, sous la forme qui a été obtenue 
dans les cultures. 

Le cryplocoque parait prendre naissance par bourgeonnement 
aux dépens des formes rondes. ll se présente d’abord, au bout 
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de la 3° semaine apres l’inoculation, sous la forme de petits 

éléments ovoides & paroi mince. Ces petits éléments sont 

libres et se reproduisent eux-mémes par bourgeonnement. 
Quand la Iésion se ramollit et que le pus fait son apparition, 


les cryptocoques ont leur aspect caractéristique & double con- 
tour et sont tous intraleucocytaires. 


RELATION ENTRE LES LEUCOCYTES ET LA BIOLOGIE DU CRYPTOCOQUE. 
— Certains auieurs ont voulu voir dans le cryptocoque un 
parasite des globules blancs. L’un de nous a montré, avec 
Bridré et Trouette, que dans les nodosités jeunes se trouvent de 
véritables colonies de cryptocoques libres. I] est donc certain 
que le cryptocoque n’est pas un parasite exclusif des leucocytes. 

Mais s'il n’est pas un véritable « leucocytozoon », les résultats 
des cultures semblent montrer que c’est dans le pus et dans les 
débris des leucocyles qu’il puise les éléments les plus favo- 
rablesa son développement. Nous rappelons les faits sur lesquels 
nous avons déja atliré l’ attention : premiere transformation du 
cryptocoque dans le pus, nécessité de la présence des corps leu- 
cocytaires pour le succés des repiquages. 

Nous avons méme observé, a plusieurs reprises, le premier 
développement des cryptocoques a l’intérieur de leucocytes 
absolument intacts d’apparence. IIs sarrondissent, se chargent 
de gouttelettes d’huile, puis certains se mettent & bourgeonner. 
Le tube mycélien issu de ce bourgeonnement sort dans le 
milieu extérieur, la forme ronde qui lui a donné naissance 
restant incluse dans le leucocyte. I] semble donc, dans ce cas, 
que la phagocytose puisse étre suivie d'une véritable symbiose 
entre le cryptocoque et le leucocyte. 

Cette affinité du cryptocoque pour le leucocyte expliquerait 
ce fait d’observation clinique qu’une plaie préexistante sert 
toujours de porte d’entrée a la maladie. La forme mycélienne 
du cryptocoque peut, comme nous lavons vu, végéter dans 
l’épiderme du cheval. Une plaie banale créerail 4 l’extérieur un 
afflux leucocytaire grace auquel le cryptocoque se glisserait 
dans le systéme lymphatique. 

Nous devons noter, en faveur de cette hypothése, que dans 
les lésions expérimentales & leur début, la plupart des crypto- 
coques sont intraleucocytaires. 
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DEVIATION DU COMPLEMENT 
EN PRESENCE DU SERUM DES ANIMAUX MALADES 
ET DES CULTURES DU CRYPTOCOQUE COMME ANTIGENE — 


Lun de nousavait établi, en collaboration avec Bridré, la pré- 
_ sence d’une sensibilisatrice dans le sérum des animaux atteints 
de lymphangite épizootique. Cette sensibilisatrice manifeste 
son action en présence du parasite (émulsion de cryptocoques 
du pus dans l’eau physiologique) et en présence de levures. 
Il était indiqué de reprendre ces expériences avec un anti- 
géne pur, fourni par les cultures. Nous nous sommes servis de 
colonies finement broyées dans un mortier, le produit du 
broyage est émulsionné dans l’eau physiologique. Cette émul- 
sion est diluée et titrée pour qu’elle n’empéche pas ’hémolyse. 
Le sérum des animaux atteints de lymphangite épizootique 
fixe le complément en présence de la culture du cryptocoque, 
comme il le fixe en présence des cryptocoques du pus. Cette 
action se manifeste non seulement en présence de levures, mais 
de cultures du Sporotrichum Beurmani. il n’y a pas leu de nous 
en étonner, puisqu il a été 4tabli dans d'autres mycoses, comme 
- la sporotrichose, que la réaction de déviation du complément 
n'est pas rigoureusement spécifique et qu’elle se produit non 
seulement avec le parasite de la maladie, mais avec des cham- 
pignons voisins. Nous avons ensuite recherché, avec les cultures 
comme antigéne, l’apparition des anticorps dans le sérum des 
chevaux malades : 
CEES a ear 


CHEVAL CHEVAL CHEVAL CHEVAL CHEVAL CHEVAL 


‘ Début Début Début Début Début Début 
ANTIGENE | datant de | datant de datant de | datant de | datant de datant de 


10 jours | 17 jours | 20 jours |2 mois 1/2|4 mois 1/2 8 mois 
NON OPERA OPERE OPERE OPER OPERE OPERE, GUERI 


m..” 
aN 
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Les anticorps peuvent donc étre mis-en évidence par la réac- 
lion de déviation du complément 20 jours environ apres le début 
apparent de la maladie. 

Ils paraissent persister pendant une longue période, puisqu’un 
cheval opéré et guéri d’une maladie dont le début remontait a 
8 mois, présente dans son sérum une tres grande quantité 
d’anticorps. 


IMMUNITE 


L’étude clinique de la lymphangite épizootique montre qu’un 
animal guéri est réfractaire & une nouvelle atteinte de cette 
maladie. 

Nous avons pu établir expérimentalement l’existence de cette 
immunité, 

Exp. I. — Un mois et demi apres les injections des expériences A, B et C, 
de nouvelles injections de cultures sont faites au cheval Guili en trois points 
différents. OEdéme trés limité et sensible qui disparait en 3 ou 4 jours. II fait 
place 4 un nodule du volume d’un pois qui reste stationnaire pendant quelque 
temps et finit par se résorber. 

Quelques jours apres, Guili regoit encore une injection sous-cutanée de 
4 c.c. 5 d’émulsion de cultures. Un gros cdéme trés douloureux se forme. 
Au bout de quatre jours, l’cedéme disparait et fait place 4 un noyau de la 
grosseur d’une noix, fluctuant. Cet abcés s’ouvre et suppure pendant 
3 semaines. Ce pus n’a pas donné de culture microbienne et n’a pas pré- 
senté de cryptocoques. 


Expr. Il. — Le méme cheval recoit, un mois aprés sa guérison complete, 
deux injections intradermiques et sous-cutanées de cultures qui sont inocu- 
Iées en méme temps au cheval témoin Agreb (exp. D et E). 


Le cheval guéri Guili a présenté pendant trois jours des 
cedémes aux points d’inoculation. Ces cedémes ont disparu en 
-laissant place 4 de petits nodules qui se sont résorbés au bout 
de trois semaines. 

Le cheval témoin Agreb a contracté la lymphangite. Le che- 
val Guili a done été réfractaire & de nouvelles injections de 
cultures un mois et demi aprés les premiéres inoculations. I 
avait 4 ce moment des abcés & cryptocoques. A la derniére de 
ces injections, il semble méme ayoir présenté des phénomenes 
d’intolérance pour le champignon, puisque l’inoculation a été 
immédiatement suivie d’un abces aseptique. 
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-Mais cette expérience n’est pas compléte puisque nous 
n’avons pas de cheval témoin. 

Dans l’expérience II, le cheval guéri Guili a été réfractaire a 
la lymphangite alors que le cheval témoin Agreb contractait 
Pinfection. 

Le résultat de la derniére injection de l’expérience I montre 
qu’aprés un certain nombre d’injections de cultures l’orga- 
nisme du cheval montre de l’intolérance pour le champignon 
inoculé. 

Nous avons pu reproduire a plusieurs reprises ce phénoméne 
chez des chevaux traités & intervalles réguliers avec des cul- 
tures chauffées de cryptocoques. Cette intolérance se manifeste 
apres 2 ou 3 injections de cultures et seulement lorsque les 
doses en sont assez élevées. 

L’un de nous, en collaboration avec Bridré et Trouette, avait 
déj& montré qu’un cheval traité par des injections de levures 
finissait par présenter une sensibilisation-qui lui faisait élimi- 
ner de nouvelles levures inoculées. Un abcés se formait au 
point d’inoculation. 

Les résultats obtenus avec les cultures de cryptocoques 
paraissent tenir aux mémes causes. 

Comme nous en avons eu l’idée pour les levures, nous cher- 
chons & mettre a profit cette intolérance de lorganisme au 
point de vue de la prophylaxie de la maladie. Dans des écuries 
contaminées, deux lots de chevaux sont constitués. Un lot est 
conservé comme témoin. Les chevaux de l’autre lot recoivent 
en injection sous-cutanée des cultures chauffées de crypto- 
coques. L’avenir nous dira ce qu’on peut attendre de celte 
méthode. Nous essayons aussi de vacciner préventivement les 
chevaux par inoculation intradermique de cultures vivantes. 
Il se produit ainsi un abces & cryptocoques sans généralisation 
qui, d’aprés l'expérience I de Guili, immunisera probablement — 
les chevaux contre la maladie naturelle. 

L’immunité constatée chez les chevaux en cours de maladie 
ou guéris nous a orientés vers la recherche d'un traitement de 
la lymphangite épizootique par des injections de cultures. 

. Ces expériences sont en cours et feront Vobjet d’une publica- 
tion spéciale. 


q 
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CONCLUSIONS GENERALES 


Le pus & cryptocoques, prélevé aseptiquement dans un abces 
clos, et ensemencé sur gélose au crottin de cheval recouverte 
d’une macération de ganglions du méme animal, donne des 
colonies visibles qui sont repiquables sur le méme milieu et 
sur gélose de Sabouraud, avec et puis sans macération de 
ganglions. 

Au fur et A mesure des repiquages, la culture du champi- 
gnon est plus facile, son développement plus rapide. Aprés 
Aoelqucs passages il a pu étre repiqué sur divers milieux 
gélosés, sur gélatine, pomme de terre et carotte. 

La température de culture la plus favorable est velle de 37°, 
A. cette température les colonies sur gélose de Sabouraud sont 
d’un jaune sablonneux. Elles sont plissées et parsemées de 
petits points blancs duveteux. 

Aux températures inférieures, elles prennent un aspect 
duveteux beaucoup plus prononcé. ; 

Au premier ensemencement, le cryptocoque se gonfle, prend 
une forme arrondie et se charge de gouttes d’huile. [1 bour- 
geonne alors en donnant des tubes mycéliens a double paroi 
qui émettent des spores externes. 

Dans les repiquages suivants, les jeunes colonies sont for- 
mées de tubes mycéliens cloisonnés a paroi mince. 

Dans les colonies plus agées, ces filaments disparaissent apres 
avoir donné par bourgeonnement des spores externes. Ces 
derniéres donnent naissance & des tubes mycéliens cloisonnés. 
a double contour portant des spores externes et des chlamy- 
dospores; ils sont identiques & ceux qui proviennent du bour- 
geonnement des formes arrondies du cryptocoque. 

La forme arrondie que le cryptocoque prend dans les cul- 
tures au premier ensemencement et la spore externe sont donc 
le point de départ des mémes formations mycéliennes. Aucun 
caractére morphologique ne les distingue. 

Il semble donc que le cryptocoque est la forme de multiplica- 
tion dans l’organisme de la spore externe. 

Nous avons constaté que le cryptocoque pouvait végéler dans 
l’épiderme du cheval sous les formes mycéliennes précédentes : 
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tubes & double contour et spores externes. D’aprés une con- 
statation unique que nous avons faite et qui demande a étre 
confirmée, le cryptocoque prend naissance dans l’épiderme du 
cheval par bourgeonnement de la spore externe. Au moment 
du bourgeonnement il n’a qu’une paroi mince. 

Dans les vieilles cultures, tous les articles des tubes mycé- 
liens se disloquent et prennent un aspect tourmenté. 

Les cultures de champignon inoculées au cheval par scari- 
fications épidermiques ou dans le derme donnent des boutons 
ou des abees a cryptocoques. Par inoculations sous-cutanées, 
elles donnent des abcas & cryptocoques, qui peuvent ensuite 
se généraliser en cordes lymphatiques reproduisant le tableau 
clinique de la maladie naturelle. 

Les cryptocoques apparaissent dans les Iésions de 3 a 4 
semaines aprés inoculation. Ils sont d’abord libres et se pré- 
sentent alors sous la forme de petits éléments ovoides & paroi 
mince, puis ils prennent un double contour et deviennent la 
plupart intraleucocytaires. 

Le sérum des animaux malades donne une réaction de fixa- 
tion positive avec les cultures du champignon. Les anticorps 
peuvent étre mis en éyidence dans le sang vers le 20° jour 
aprés le début apparent de la maladie. Ils persistent longtemps 
apres la guérison. 

Un cheval, guéri d'une premiére alteinte de lymphangite, 
est réfractaire & une nouvelle inoculation de cultures. 

En résumé, nous avons réussi & obtenir le développement 
du cryptocoque sous la forme mycélienne, nous ayons réalisé 
la culture en série du champignon, nous avons constaté sa 
végétation dans l’épiderme du cheval sous le méme état que 
dans les cultures, nous avons reproduit expérimentalement la 
maladie par inoculation des cultures et constaté l’apparition 
et l’éyolution du cryptocoque dans les lésions provoquées. 

Nouns pouvons done conclure que le eryptocoque est la forme 
de multiplication dans lorganisme du cheval du champignon 
que nous avons décrit. 

Ce champignon ne pourra étre classé que lorsque sa repro- 
duction sexuée sera connue d’une facon certaine. 


Nous tenons, en terminant, & remercier nos collégues 
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MM. Et. Sergent et Musso qui ont bien voulu nous préter leur 
concours pour les photographies qui figurent dans ce travail; 
nous exprimons aussi notre reconnaissance 4’ M. Pinoy pour 
les conseils qu'il nous a donnés au cours de nos recherches. 
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